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論 文 内 容 要 旨
ヒスタ ミンH2受 容体(H2R)は7回 膜貫 通型 のG蛋 白質共 役型受容体(G-proteincoupled
receptor;GPCR)で あ る。H2Rは,胃 酸分泌,細 胞増殖 な ど,様 々な生 理 的状 況 あるいは病
態 において機 能 してい る。 また,H2Rを 刺激 す ると,Gsあ るいはGqを 介 した シグナ リングが
ひき起 こ され,そ れ に続 き受容体 の脱感作お よび受容体 の内在化が起 こるこ とが知 られて いる。
GPCRの カル ボキ シ末端 は,リ ガ ン ド結 合能調 節,二 量体形 成,受 容 体の細 胞 内輸 送,シ グナ
ル伝達 な ど,様 々な機能 に関与す ることがわか って いる。H2Rの カル ボキ シ末端 は,ア ゴニス
ト刺激後の受 容体 内在化 には関与す る という報告が あるが,詳 細な分子機構 は不 明で ある。 そこ
で,本 研究 では,H2Rカ ルボキ シ末端 に結合す る蛋 白質を同定 し,機 能 を解 析す ることにより,
H2Rカ ル ボキ シ末端 お よびその結合蛋 白質の機能 をよ り深 く理解 す ることを 目的 とす る。
GST融 合H2Rカ ルボキ シ末端蛋白質 を結合 させ たア フィニテ ィカ ラムを用 いて,ラ ッ ト全
脳抽 出物 よ りH2Rカ ル ボキ シ末端結合蛋 白質 を精 製 した。精製蛋 白質 をSDS-PAGEに て分離
した後,ペ プチ ドマス フ ィンガープ リン ト法 で蛋 白質を同定 した。 その結果,ダ イ ナ ミン,シ ナ
プ シ ン,ク ラス リン重鎖 な どを含 む12種 類の蛋 白質 を同定 した。 これ らの蛋 白質 の うち,本 研
究 では,ダ イ ナ ミンに焦点を絞 り,H2R刺 激後 に起 こる種 々の現象 におけ る機 能 を解析 した。
ダイナ ミンのGTPア ーゼ活性を欠如 させ た ドミナ ン トネガテ ィブK44Eを 発現 させ ると,ア ゴ
ニ ス ト刺激 に よって 内在化す る受容体量 が減少 した。 この ことか ら,H2R刺 激 によ る受容体内
在 化 は ダ イ ナ ミ ン依 存 的 な 経 路 に よ る こ と が わ か る。 ま た,ア ゴ ニ ス ト刺 激 に よ る
extracellular-signalregulatedkinasesERK1/2の 活性化 も,K44Eに よ り抑制 され た。刺激
に よる内在化量 が減少 す ることがわか って いるカル ボキ シ末端欠失H2Rは,刺 激 によ るERK
1/2の 活性 化 も野生 型受容体 に比べ減少 していた。 また,非 特異 的エ ン ドサ イ トー シス阻害剤で
あ るmonodansylcadaverineに よって も,H2R刺 激 によ るERK1/2活 性 化 が抑制 された。 以
上 の結果か ら,H2Rを 介 したERK1/2活 性化 は,ダ イナ ミンに依存 して いるが,ダ イナ ミン分
子 自体 の機能 とい うよ りは,エ ン ドサ イ トー シスに依存 していると考 え られた。
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審 査 結 果 の 要 旨
ヒスタ ミンH2受 容体(H2R)は7回 膜貫通型 のG蛋 白質共役型受容体(G-proteincoupled
receptor;GPCR)で あ る。H2Rは,胃 酸 分泌,細 胞増殖 な ど,様 々な生理 的状況 あ るいは病
態 において機 能 して いる。 また,H2Rを 刺激 すると,Gsあ るいはGqを 介 したシグナ リングが
ひき起 こされ,そ れ に続 き受容体 の脱感作 および受容体 の内在化 が起 こることが知 られ てい る。
GPCRの カルボ キ シ末端は,リ ガ ン ド結合能調 節,二 量体 形成,受 容体 の細 胞内輸送,シ グナ
ル伝達 な ど,様 々な機 能に関与 す ることが わか っている。H2Rの カル ボキ シ末 端 は,ア ゴニス
ト刺 激後 の受容体 内在化には関与す るとい う報告 があるが,詳 細 な分子機構 は不明 であ る。 そ こ
で,本 研究 では,H2Rカ ルボキ シ末端に結合す る蛋 白質 を同定 し,機 能 を解析 す ることに よ り,
H2Rカ ル ボキ シ末端 およびその結合蛋白質の機能を よ り深 く理解す る ことを 目的 とす る。
GST融 合H2Rカ ル ボキ シ末端 蛋 白質を結合 させ たア フィニ テ ィカ ラムを用 いて,ラ ッ ト全
脳 抽 出物 よ りH2Rカ ルボキ シ末端結合蛋 白質 を精製 した。精 製蛋 白質 をSDS-PAGEに て分離
した後,ペ プチ ドマ スフィンガープ リント法 で蛋 白質を 同定 した。 その結 果,ダ イナ ミン,シ ナ
プ シ ン,ク ラス リン重鎖 などを含 む12種 類 の蛋白質を 同定 した。 これ らの蛋 白質の うち,本 研
究 では,ダ イナ ミンに焦点 を絞 り,H2R刺 激後 に起 こる種 々の現象 にお ける機能 を解析 した。
ダイナ ミンのGTPア ーゼ活性 を欠如 させた ドミナ ン トネガテ ィブK44Eを 発現 させ る と,ア ゴ
ニ ス ト刺激 によ って内在化す る受容体量が減少 した。 この ことか ら,H2R刺 激 によ る受容体 内
在 化 は ダ イ ナ ミ ン依 存 的 な 経 路 に よ る こ と が わ か る。 ま た,ア ゴ ニ ス ト刺 激 に よ る
extracellular-signalregulatedkinasesERK1/2の 活性化 も,K44Eに よ り抑制 され た。刺激
によ る内在 化量が減少 す ることがわか って いるカルボキ シ末端欠失H2Rは,刺 激 に よるERK
1/2の 活性化 も野 生型受容体 に比べ減少 していた。 また,非 特異的 エ ン ドサ イ トー シス阻害剤 で
あ るmonodansylcadaverineに よって も,H2R刺 激 によ るERK1/2活 性 化が 抑制 され た。 以
上の結 果 か ら,H2Rを 介 したERK1/2活 性化 は,ダ イナ ミンに依存 して い るが,ダ イナ ミン
分子 自体 の機能 とい うよ りは,エ ン ドサイ トーシスに依 存 して いる と考 え られた。
よ って,本 論 文 は博士(医 学)の 学位論文 と して合格 と認 め る。
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